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Chromosome higher order structure has been an enigma for over a century. The most important structural 
finding has been the presence of a chromosome scaffold composed of non-histone proteins, so-called scaffold 
proteins. The structural and functional roles of the major scaffold proteins including condensin, Topoisomerase 
IIα (Topo II), and kinesin family member 4 (KIF4), have been widely studied, however, it is still unclear how these 
proteins organize the chromosome scaffold and contribute to chromosome condensation. Here, I used newly 
developed visualization techniques including three dimensional-structured illumination microscopy (3D-SIM), 
direct stochastic optical reconstruction microscopy (dSTORM) and focused ion beam/scanning electron microscopy 
(FIB/SEM) to reveal the axial distributions of scaffold proteins in mitotic chromosomes comprising two strands. I 
found that proper assembly of the scaffold proteins is important for the double-stranded organization of 
chromosome scaffold as well as chromosome morphology. I also revealed that scaffold protein can adaptably 
recover its original localization after chromosome reversion in the presence of cations. This reversion to the 
original morphology underscores the role of the scaffold for intrinsic structural integrity of chromosomes. 
Therefore a new structural model of the chromosome scaffold that includes twisted double strands, consistent 
with the physical properties of chromosomal bending flexibility and rigidity, was proposed. The present model 
provides new insights into chromosome higher order structure. According to the formation of chromosome scaffold 
by assembly of scaffold proteins, it is important to understand mechanism of recruitment of scaffold proteins to 
the position of chromosome scaffold. Thus, regulation of KIF4 and condensin I loading to chromosome was 
investigated. KIF4 and condensin I were found to be interdependently loaded to chromosome. Further analysis 
showed close relationship between KIF4 and condensin I, but not condensin II and demonstrated that KIF4 
assists condensin I loading to chromosome by contribution of protein-protein interaction. Moreover, 
phosphorylation of KIF4 and condensin I by Aurora B and Plk1 seemed to be important for their recruitment 
activities. It is shown that by Aurora B inhibition, KIF4 and condensin I were reduced on chromosome, whereas 
by Plk1 inhibition, KIF4 and condensin I were greater accumulated on chromosome. These suggested that Aurora 
B regulates association of KIF4 and condensin I to chromosome, while Plk1 regulates dissociation of KIF4 and 
condensin I from chromosome. Interestingly, these data also indicate that Aurora B and Plk1 kinase presented 
antagonistic functions on the recruitment of KIF4 and condensin I to chromosome. Thus, mechanism of KIF4 and 
condensin I localization on chromosome scaffold was postulated as follow. KIF4 and condensin I are essentially 
localized on chromosome scaffold together, possibly by forming a complex. To promote this event, Aurora 
B-dependent phosphorylation plays an important role for loading of KIF4 and condensin I to chromosome. In 
contrast, negative regulator of KIF4 and condensin I localization on chromosome is Plk1 that may phosphorylate 
KIF4 and condensin I and stimulate dissociation of KIF4 and condensin I from chromosome scaffold. These data 
showed that phosphorylation is critical factor to control localization of KIF4 and condensin I on chromosome, 
leading to proper chromosome scaffold construction which later promote proper chromosome organization. Taken 
together, the present study paves the way for understanding chromosome higher order structure in relation to the 
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ものである。そこで KIF4 と condensin I の染色体への移動する機構を検討する。その結果、KIF4 と condensin I は
染色体に互いに依存して集積することが明らかになる。また KIF4 は condensin I と緊密な関係にあり、タンパク質-
タンパク質の相互作用によって染色体への condensin Iの集積を助けることが証明される。同時に condensin IIは KIF4
と condensin Iのような緊密な関係が無いことも明らかになる。さらに、KIF4と condensin I のオーロラ Bキナーゼ
と Plk1 キナーゼによるリン酸化が集積するために重要とみられる結果を得ている。 オーロラ B キナーゼを阻害する
ことにより、KIF4と condensin I は染色体上での存在量が大きく減じることが示される。一方、Plk1キナーゼを阻害
すると、KIF4と condensin Iは染色体上により多く集積することが明らかになる。このことからオーロラ Bキナーゼ
が KIF4と condensin I の染色体への集積を制御していることは明らかである。一方、Plk1キナーゼは染色体から KIF4
と condensin Iが離脱することを制御する。オーロラ Bキナーゼと Plk1キナーゼは染色体に KIF4および condensin I
を移動させることに関して拮抗的な機能を示したことをこのデータが示す。これらの結果からは KIF4 と condensin I
の染色体スキャフォールド上への局在化させる機構として以下のようなものを示す。おそらく複合体を形成しつつ、
KIF4 と condensin I は共に染色体スキャフォールドに共局在すると考えらる。染色体スキャフォールドに KIF4 と
condensin Iを移動させるために、オーロラ B依存的リン酸化が重要な役割をはたす。これとは対照的に、染色体スキ
ャフォールドからの KIF4と condensin Iの非局在化が Plk1 キナーゼによって制御されているとみられる。 
第４章は結論であり、重要な点の要約と結論が述べられる。結論としては、染色体スキャフォールドが二重らせん
構造を取っていると考えられる新しい構造モデルを提唱したこと、リン酸化が染色体スキャフォールド上にスキャフ
ォールドタンパク質である KIF4と condensin Iの局在化を制御する重要な要因であること、を述べる。以上のように、
本論文は染色体構造研究に新しいモデルを提示し、その機構についても検討して新しい結果を得た重要な研究である。
よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
